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丝 组 成 。 微 管 是 由 a 和 B 两 种 微 管 重 日 通过 非 共 
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摘要 : B- 微 管 蛋 白 在 昆虫 生长 发 育 、 信 号 传导 、 抗 药性 等 方面 具有 重要 作用 。 本 研究 以 小 地 老虎 Agrotis ypsilon 
( Rottemberg)3 龄 幼虫 为 材料 , 利用 RT-PCR, cDNA 末端 快速 扩 增 技术 (RACE) 元 隆 得 到 小 地 老虎 B- 微 管 重 白 基因 的 
cDNA 序列 , 命名 为 AgTubB (GenBank 登录 号 : JNO29962) ,并 检测 了 该 基因 在 不 同 生长 发 育 阶段 及 不 同 器 官 中 表达 
的 情况 。 序 列 分 析 表 明 : 小 地 老虎 B- 微 管 重 日 基因 的 cDNA 序列 包含 1 724 个 碱 基 , 包括 一 个 1 347 个 碱 基 的 开放 阅 
读 框 , 编码 448 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 , 理论 蛋 日 分 子 量 为 50.30 kD, 等 电 点 为 4.81。 同 源 性 分 析 表 明 , 小 地 老虎 的 
微 管 恒 白 基 因 与 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 微 管 蛋 白 基 因 的 亲缘 关系 最 近 ( 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 99.55% ) ,与 本 
研究 所 比 对 的 其 他 昆虫 的 B- 微 管 重 白 基 因 也 具有 高 度 的 同 源 性 (氨基 酸 序 列 一 致 性 90%~99% ) 。 在 小 地 老虎 不 同 
发 育 阶段 和 不 同 囊 官 中 都 检测 到 了 B- 微 管 蛋 日 基因 的 表达 。 本 研究 对 深入 研究 该 基因 功能 以 及 筛选 微 管 量 日 抑制 
剂 有 重要 意义 。 

关键 词 : 小 地 老虎 ; cDNA 克隆 ; MEEA; 序列 分 析 ; 重 日 结构 ; 基因 表达 

中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2011)10-1181-08 

Molecular cloning, sequence analysis and expression detection of B-tubulin 


cene in Agrotis ypsilon ( Rottemberg) ( Lepidoptera. Noctuidae) 
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( Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 100193) 

Abstract: Q-tubulin is involved in a variety of functions, such as the development of insect, signal pathway 
and pesticide resistance. Total RNA was isolated from the 3rd instar larvae of Agrotis ypsilon ( Rottemberg) , 
and the full-length cDNA was cloned by RT-PCR and RACE, named as AgTubB ( GenBank accession 
number: JN029962 ). The mRNA levels were examined in different developmental stages and various 
organs. Q-tubule cDNA sequence, 1 724 bp in length, contains an open reading frame of 1 347 bp, 
encoding 448 amino acids. The predicted molecular weight of the amino acid is approximately 50. 30 kD 
with an isoelectric point of 4. 81. The cloned Q-tubulin gene shares the highest identity with that of 
Helicoverpa armigera (amino acid sequence identity 99. 5596 ) , and its amino acid sequences have about 
9096 -99% identity with other insect tubulins compared. The mRNA levels of B-tubulin gene were constant 
at different developmental stages and in various organs. The molecular cloning of g-tubulin gene is 
important for further study on the function of this gene and screening of B-tubulin inhibitors. 
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gene expression 
真 核 生物 细胞 骨架 主要 由 微 管 、 中 间 纤 丝 和 微 
能 , 微 管 参 与 细胞 运动 、 胞 内 运输 、 有 丝 分 裂 、 双 
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1997) 。 不 同 结构 的 微 管 在 细胞 中 执行 者 不 同 的 功 


价 键 以 头 尾 相 连 的 方式 聚合 成 的 异 二 聚 体 (Song et 
al., 2008; 樊 东 等 , 2008a) 。 微 管 可 以 形成 不 同 的 
结构 , 主要 决定 于 a 和 两 种 微 管 重 白 的 相互 作用 
以 及 微 管 导 其 他 蛋白 的 相互 作用 (Raff et al., 
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胞 器 组 成 及 信号 传导 , 微 管 也 对 维持 细胞 形态 有 着 
重要 作用 ( 攀 东 等 ，2008a; 2008b; 安 峰 明 等， 
2008 ) 。 微 管 蛋白 还 是 许多 药物 的 作用 位 点 , MWE 
和 蛋白 基因 关键 部 位 的 突变 有 可 能 导致 药物 作用 位 点 
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变化 ( 杨 敬 辉 等 ,2004; 沈 绍 华 和 叶 砍 ，2006) 。 有 
研究 表明 , 抗 微 管 药物 的 肿瘤 细胞 所 产生 的 奎 药性 
与 微 管 蛋 白 同 型 的 改变 有 关 (Kavallaris et al., 
1999) ,人 微 管 集 日 结构 的 变化 可 能 导致 净 细 胞 对 有 
缘分 裂 抑 制剂 产生 抗 性 (Cheung et al., 2010)。 还 
有 人 研究 表明 B- 微 管 重 日 与 赔 皮 类 固 醇 合成 有 一 定 
联系 (Rybczynski and Gilbert, 1998) , , 对 昆虫 的 生长 
发 育 和 兹 官 形 成 有 重要 作用 。 

小 地 老虎 Agrotis ypsilon ( Rottemberg ) 4-38 H 
夜 蛾 科 害 虫 , 寄主 广泛 , 具有 长 距离 迁 飞 能 力 ( 施 
FE, 2010), REPER FARANE, A 
研究 表明 , 利用 CryZAb XE EA DhE P DG 
于 CrylAc AEEA CBAR, 2009), 转 双 价 基因 
防治 小 地 老 席 效果 更 佳 ( 罗 梅 浩 等 ,1999; Eu 
等 , 2002) 。 小 地 老 席 幼虫 期 在 地 下 活动 , 所 以 防 
治 存在 一 定 难 度 , 通过 研究 微 管 重 昌 来 防治 小 地 老 
虎 是 一 个 新 思路 。 继 Weisenberg 等 (1968 ) 首次 发 
现 -入 - 微 管 重 日 以 来 , MEE A HEZI A A 
也 陆续 被 报 站 ,对 于 每 种 微 管 蛋 日 所 起 的 作用 以 及 
它们 之 间 的 相互 作用 的 研究 也 逐渐 深入 。 现 已 有 不 
DRF B- 微 管 重 日 的 研究 。 由 于 模式 物种 家 和 三 和 
果 蝇 的 基因 组 测序 已 经 完成 , 它们 的 B- 微 管 重 日 基 
的 研究 也 相对 深入 , 现 已 分 别克 隆 并 发 表 了 4 种 
类 型 的 B- 微 管 重 日 基因 ， 对 于 每 种 B- 微 管 重 日 基 
的 功能 研究 在 昆虫 中 处 于 领先 地 位 (Michiels et 
al., 1987; Rudolph et al., 1987 ; Mita et al., 1995; 
Quan et al., 1998; Goldstein and Gunawardena, 
2000) 。 而 小 地 老虎 只 有 一 种 a- 微 管 重 日 基因 被 元 
EHER, HEHEA RWI, B-E E H RA H 
EERE NWR AME EHHE RAHE 
能 性 ， 对 在 分 子 水 平 上 进行 小 地 老 席 生长 发 育 、 抑 
制 硕 官 有 效 功 能 发 挥 等 方面 的 研究 提供 基础 。 

1 材料 与 方法 
1.1 试 虫 

供 试 昆 虫 由 中 国 农业 大 学 有 害 生物 综合 治理 实 
验 室 提 供 , 幼虫 采 目 河北 廊坊 。 人 饲养 温度 26 +15C ， 
光 周 期 16L:8D。 幼 虫 用 日 荣 饲 养 , 成虫 羽化 后 用 
1096 蜂蜜 水 饲 喂 。 取 3 龄 幼虫 为 试验 材料 死 隆基 因 
全 长 。 

1.2 试剂 

RNA 提取 试剂 例 RNeasy Mini Kit、 反 转录 酶 
Omniscript RT Kit 购 目 德国 Qiagen 公司 ; RCAE 试剂 
盒 First Choice RLM-RACE 购 月 Ambion 公司 ; DNA W 


回收 试剂 盒 Gel Extraction Kit 购 目 Omega 公司 ; DNA 
聚合 酶 Trans Tad.T、 克 隆 载体 pEASY-TI Cloning 
Vector、 感受 态 细胞 购 自 北京 全 式 金 生 物 技术 有 限 公 
HJ; PCR 引物 由 上 海 生 工 生 物 工程 公司 合成 。 其 他 试 
剂 均 为 国产 AR 级 或 进口 分 逆 AR 级 产品 。 
1.3 总 RNA 的 提取 及 反 转 录 

总 RNA 的 提取 参照 RNA 提取 试剂 盒 进 行 , TR 
作 过 程 中 加 入 DNA 酶 消化 处 理 。 使 用 
NanoDrop2000 测定 RNA 的 0D,, ,和 OD, 评定 总 
RNA 的 浓度 及 质量 , 总 RNA 于 -80Y 保存 备用 。 
有 反 转 录 按 照 试剂 盒 说 明 进行 ,cDNA 样品 于 -20% 
保存 备用 。 
1.4 设计 引物 克隆 小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 基因 的 5" 
端 序 列 

通过 比 对 棉铃 忠 Helicoverpa armigera ( GenBank 
登录 号: JF767013 ) Ah "m Mythimna separata 
(GenBank 登录 号 : EU234504). Z 45 WR Chilo 
suppressalis ( GenBank 登录 号 : EUA29675) .. WFA 
iR Heliothis virescens( GenBank X*5&- . U75868) ) 、 烟 
IE X HE Manduca sexta ( GenBank 登录 号: 
AF030547). X Æ Bombyx mori ( GenBank 登录 号 : 
DQ311244 )6 PHBE EI EL Uh B8] B- 微 管 蛋白 的 cDNA 
序列 , 在 起 始 密码 子 ATG 的 上 游 和 下 游 1 236 bp 
处 分 别 设 计 一 对 引物 Fub ( 5- 
ACAAAATGAGGGAAATCGTGCA-3') 和 Rtub ( 5'"- 
ACCAGGTCGTTCATGTTGCTC-3') , 

PCR 反应 体系 . 14.4 uL ddH,O, 2 uL PCR 10 
x Buffer, 1. 6 uL dNTP(2. 5 mmol/L), 1 uL cDNA 
模板 ,各 0.4 pL 上 下 游 引物 (10 pmol/L, 0.2 uL 
DNA 聚合 酶 (5 U/uL). PCR 反应 条 件 : 940 预 变 
性 5 min; 94% 30 s, 57?C 30 s, 72% 90 s, 35 个 循 
环 ; 72*C 延伸 10 min; PCR 产物 经 196 BIRNEN 
电泳 检测 。 参 照 载体 说 明 书 , 将 目的 条 带 回 收 后 与 
克隆 载体 连接 , 转化 到 大 肠 杆菌 内 ,菌落 在 含有 X- 
gal 和 IPTG 的 Amp 培养 基 上 进行 蓝 白 斑 筛 选 ， 随 
机 选取 5 个 阳性 克隆 样品 送 至 北京 擎 科 生 物 技术 有 
限 公 司 测 序 。 
1.5 利用 RACE 技术 克隆 小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 基 
的 3’ 端 序列 

按照 试剂 盒 说 明 , 在 RNA 水 平 上 进行 RACE 
处 理 , 混合 体系 于 PCR 仪 37% 温浴 1 h, 于 -20%C 
保存 备用 。 根 据 扩 增 得 到 的 小 地 老虎 B- 微 管 蛋 日 
基因 的 5’ 端 序 列 , 分 别 设计 3’RACE 的 两 个 上 游 引 
物 RACEFItub ( 5'-ATCTCCCATGAGCACGGCATC- 
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3') fi RACEF2tub(5'-GAAGAATATCCCGACAGAAT 
TATGAA-3') ,结合 试剂 盒 提 供 的 两 个 下 洲 引 物 3 
RACE outer, 3'RACE inner 进行 梨 式 PCR。 两 次 
PCR 反应 程序 均 为 : 94% 预 变 性 3 min; 94C 30 s, 
57*C 30 s, 72%C 90 s, 35 个 循环 ; 72% 延伸 7 min, 
PCR 产物 经 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 检 测 绪 果 正 
确 后 , 测序 。 
1.6 序列 分 析 

序列 的 同 源 性 比 对 通过 NCBI ( http ://www. 
ncbi. nlm. nih. gov/) 完成 ; 氮 基 酸 序列 二 级 结构 的 
预测 通过 SOPMA ( http://npsa-pbil. ibep. fr/cgi- 
bin/npsa. automat. pl? page —/NPSA/npsa. sopma. 
html) 完成 ; EAEI d^ E AE E s EJ T8 38D E 
Computepl/Mw tool ( http ://www. expasy. ch/tools/ pi, 
tool. html) 完成 ; 跨 膜 区 预测 通过 T Mpred ( http :// 
www. ch. embnet. org/software /TMPRED form. html ) 
完成 ; SR AEJ BET ES BJ 4) DT38 PROSITE SCAN 
( http ://npsa-pbil. ibep. fr/cgi-bin/npsa, automat. pl? 
page = npsa, prosite. html) 完成 ; 3D 结构 的 构建 基于 
Nettles 等 (2004 ) ， 通 过 在 线 站 点 SWISS MODEL 
WORKSPACE ( http://swissmodel. expasy. org) 、 软 
fF. PyMOL Viewerl.3 和 软件 Deep View4. O. 1 预测 
分 析 完 成 (Guex and Peitsch, 1997; Schwede et al., 
2003; Amold et al., 2006) ; 利用 CLUSTALX 1. 81 
fll MEGA 4. 0 软件 构建 系统 发 育 树 , 售 助 氨基 酸 序 
列 使 用 NJ 法 构建 ， 非 参数 重复 取样 佑 计 方 法 评估 
系统 发 育 树 节 点 的 可 靠 性 (1 000 KER). 
1.7 RT-PCR 技术 检测 小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 基因 
在 mRNA 水 平 的 表达 

提取 4 个 不 同 发 育 时 期 ( 卵 、4 龄 幼虫 、 师 、3 
日 龄 成 虫 ) 的 小 地 老虎 总 RNA, 提取 3 日 龄 成 虫 6 
AiE Gk. Bu. I. Rf. 3H. I5) 的 总 RNA。 利 
用 RT-PCR 技术 对 小 地 老虎 不 同 生 长 发 育 阶段 和 成 
虫 不 同 带 官 中 小 地 老虎 B- 微 管 蛋 日 基因 在 mRNA 
水 平 的 表达 进行 分 析 。 设 计 的 上 下 游 引 物 分 别 为 : 
PFtub ( 5'-GGCACACTTCTTATCTCCAAAAT-3') 和 
PRtub ( 5'-GCCATCATGTTCTTGGCGTCG-3'), PCR 
反应 程序 : 94?C 预 变 性 3 min; 94% 30 s, 55% 
30 s, 72% 60 s, 35 个 循环 ; 72% 延伸 7 min。PCR 
产物 经 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ”BB- 微 管 蛋白 cDNA 序列 的 获得 
通过 RT-PCR 和 RACE 技术 扩 增 得 到 了 一 段 完 


整 的 cDNA 序列 , 通过 NCBI 上 的 BLAST 软件 在 线 
搜索 , 检索 到 的 同 源 性 高 的 cDNA 序列 均 为 B- 微 管 
EA, 所 以 下 结论 : 我 们 克隆 得 到 的 cDNA 序列 是 
小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 基因 ,其 cDNA 序列 包含 
1 724 个 碱 基 , 包括 一 个 1 347 个 碱 基 的 完整 开放 阅 
读 框 ,编码 448 个 氮 基 酸 组 成 的 多 肽 ， 命 名 为 
AgTubB( GenBank 登录 号 : JN029962 ) 。 该 基因 的 
cDNA 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 见 图 1。 
2.2 小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 基因 cDNA 序列 推导 得 
到 的 氨基 酸 序列 的 分 析 

小 地 老虎 B- 微 管 和 蛋白 的 a 螺旋 约 占 45. 3196, 
延伸 链 约 占 14.29% , B 转角 约 占 4.24% ， 随 机 卷 
曲 结构 约 占 36. 1696 。 小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 氨基 酸 
序列 包含 MREI 保守 区 、Mg “结合 位 点 、GTP Eod 
酸 结 合 位 点 以 及 2 个 典型 的 B- 微 管 蛋白 保守 区 
NNWAKGHY 和 RKAFLHWYTGEGMDEMEFTE。 理 
论 推测 的 蛋 日 分 子 量 (Mw)50.30 kD, 等 电 点 (pl) 
4.81。 跨 膜 区 预测 显示 小 地 老虎 B- 微 管 蛋白 氨基 
酸 序 列 在 第 137 ~153 位 有 1 个 长 17 个 氨基 酸 的 跨 
膜 螺旋 结构 , 跨 膜 区 有 显著 的 由 外 向 内 的 趋向 性 。 
3D 结构 的 构建 基于 牛 的 B- 微 管 蛋 白 模 型 ltvkB 
(2.89A) 完 成 (图 2) , 与 其 序列 一 致 性 达到 97. 18% , 
E value: 0。 本 试验 运用 拉 马 钱 德 兰 图 检测 所 模拟 
蛋白 结构 的 合理 性 。 试 验 表明 B- 微 管 蛋白 3D 结构 
模型 的 二 面 角 分 布 和 立体 构象 均 较 为 合理 ,基本 符 
合 两 个 二 面 角 o 和 秋分 布 的 要 求 (图 3) ,从 而 说 明 
我 们 构建 的 3D 结构 合理 可 信 。 
2.3 ”基于 B- 微 管 蛋白 氨基 酸 序 列 进化 树 的 构建 及 
同 源 性 分 析 

进化 树 的 构建 显示 , aq- 和 B- 微 管 蛋 白 氨 基 酸 序 
列 聚 为 两 大 类 别 , 小 地 老虎 B- 微 管 蛋 日 氨基 酸 序 列 
与 其 他 物种 B- 微 管 重 白 氨 基 酸 序列 的 同 源 性 很 高 ， 
而 与 其 他 物种 的 a- 微 管 蛋 白 氨 基 酸 序列 的 同 源 性 
低 。 同 一 目的 昆虫 之 间 差 异性 小 , 小 地 老虎 与 棉铃 
虫 、 粘 虫 遗 传 距 离 近 , 其 中 小 地 老虎 与 棉铃 虫 B- 微 
管 蛋白 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 99.55% ,这 是 由 于 
它们 共同 隶属 于 鳞 翅 目 昆 虫 的 缘故 ， 而 与 哺乳 动物 
和 植物 的 遗传 距离 相对 较 远 。 通 过 NCBI 数据 库 比 
对 发 现 , 小 地 老虎 B- 微 管 重 白 氨基 酸 序 列 与 所 比 对 
的 其 他 昆虫 的 B- 微 管 蛋 白 氨基 酸 序列 同 源 性 很 高 ， 
E 9096 ~99% 之 间 。 以 上 结果 与 传统 分 类 布局 大 体 
一 致 (图 4)，, 分 文 点 置信 和 度 值 均 较 高 , 说 明 我 们 得 
到 的 聚 类 结果 可 信 。 
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图 1 小 地 老虎 B- 微 管 重 白 基因 的 cDNA 序列 以 及 推导 得 到 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the B-tubulin gene from Agrotis ypsilon 
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ACAAAATGAGGGAAATCGTGCACATTCAGGCCGGACAATGCGGTAACCAGATTGGAGCCA 
WR V H 1 Q AG QC G NQ IGA 
AGTTCTGGGAGATCATCTCCGATGAGCACGGCATCGACCCCACCGGCGCCTACC ATGGCG 
KFVEIILSDEHGEIDPTEAY HG 
ACTCGGACCTGCAGCTGGAGCGCATCAACGTTTACTACAATGAGGCCTCCGGCG GCAAGT 
D.» DL 9 L E E I N Y *Y T N E & SG G Kk 
ACGTGCCCCGCGCCATCCTCGTCGACCTCGAGCCCGGCACCATGGACTCGGTGC GCTCGG 
T Y PRAILVDLEPGTMDS VRS 
GACCCTTCGGACAGATCTTCCGACCAGACAACTTCGTGTTCGGACAGTCCGGAGCCGGTA 
G PFEFEFGRAIFEFRPDNFEFVFEFGQASGŮAG 
ACAACTGGGCTAAGGGTCACTACACCGAGGGAGCTGAGCTGGTCGATTCAGTATTAGACG 
DENEN T EGAELYVDSYVYLD 
TCGTACGCAAGGAAGCAGAGTCATGTGACTGTCTACAAGGATTCCAACTCACACACTCGC 
VV R K E A B SCDC LQ 6G FQ LL T HS 
TCGGCGGCGGCACTGGTTCCGGAATGGGCACACTTCTTATCTCCAAAATCAGAG AAGAAT 
LO M GT L L I Ss K I RE E 
ATCCCGACAGAATTATGAACACATACTCAGTTGTACCTTCGCCCAAAGTGTCAGACACAG 
lI PDRIMNTYSVVPSPKYVSDT 
TAGTAGAACCTTACAACGCCACACTATCAGTCCACCAGTTAGTAGAAAACACAGACGAGA 
V V H PY M à ILSTIBHMSgl.rLnsSet—tSm THE 
CCTACTGTATCGACAATGAGGCATTATACGACATCTGCTTCCGCACGCTCAAACTATCCA 
T YC IDNBE D I CF RT LEKLS 
CACCCACGTACGGCGACCTCAACCACCTGGTGTCGCTCACCATGTCCGGTGTGACGACGT 
T P I Y b Bb L NH L Y SL TT MS GY I I 
GTCTGCGGTTCCCTGGCCAGCTGAATGCGGATCTCCGCAAGCTGGCCGTCAACATGGTGC 
C L RF PGQ LNADTL k E L A Y NM Y 
CGTTCCCACGTCTCCACTTCTTCATGCCCGGCTTCGCTCCCCTCACATCCCGCGGCAGCC 
EE BRE HF EFF GF AAPL SS RES 
AGCAATACCGCGCCCTCACCGTGCCCGAGCTCACGCAGCAGATGTTCGACGCCAGAACA 
d 9 Y RAL T V PF EL T 9 Q MF DA KN 
TGATGGCGGCATGCGACCCGCGCCACGGCCGCTACCTGACCGTGGCCGCCATCTTCCGTG 
M MAACDPRHGRYLTVAATITFFR 
GACGCATGTCCATGAAGGAGGTGGACGAGCAGATGCTCAACATCCAGAACAAGAACTCGT 
G E M3. M KEY DE QMLN I QN EK NS 
CGTACTTCGTGGAATGGATCCCGAACAACGTGAAGACCGCCGTGTGCGACATCCCACCTC 
o YFVEWIPNNVKTAVCDIPP 
GTGGCCTCAAGATGGCCGCCACCTTCATCGGCAACTCCACCGCCATCCAGGAGC TGTTCA 
RG LEK M A&AATFIS$NSIAIS9ISELI 
AGCGCATCTCGGAGCAGTTCACCGCTATGTTCAGGCGCAAGGCTTTCTTGCATTGGTACA 
K RISEQQ0AFTAMERRKAFTHEYVY 
CCGGCGAGGGCATGGACGAGATGGAGTTCACCGAAGCGGAGAGCAACATGAACGACCTGG 
BENE ^ E SNMND LL 
TGTCCGAGTACCAGCAGTACCAGGAGGCCACCGCCGACGAGGACGCCGAGTTCGACGAGG 
V SE YY QQ YQ E A T A DE DA E F DE 
AAGCAGAGCAGGAGCTGGACGACCACCACTAGAGGGCGCGCGCCGCACTGCCTCACAACA 
E A E Q E L DD H H * 
TAGTACATTGCCATTGTATTTACTGGTTACTTTATGTTTAAGTAACATTAATGATTCCTA 
CGATGTGTTTTGAATGAAAAGACATGCTTTCTAACTTTTAACAGAACGCACGAC TAAAAC 
CCCGGATATGACATTATGCGACTCGTGGGCATATTTTATGTAATTGTATACATATACATT 
CCTAGTGATTCCATGCCTGGCCTCGTTGAGAACAAGATCTGAACATTTCTAAGGCTGATA 
GGCACTCTTTATGTATTTATGATAAAGTTAGAATGTCTCAAAACATBGGCATACAAAAGA 
AAGAATATAGAGTGCTTCAATAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAA 
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起 始 密码 子 ATG JW TH xo. 终止 密码 子 TAG 用 星 号 表示 。MREI RFK DUE B-E SE HSF DX (NNWAKGHY 和 


RKAFLHWYTGEGMDEMEFTE) , Mg? * 结合 


位 点 (EALY) 和 GTP 核 背 酸 绪 合 位 点 (CCCTGCSC ) 用 阴影 





示 。 多 聚 腺 苷 酸 信号 序列 (AATAAA ) 


用 下 划 线 标 出 。The start codon ATG is in bold, and the stop codon TAG is indicated with the asterisk. Conserved motifs of MREI, NNWAKGHY and 
RKAFLHWYTGEGMDEMEFTE, Mg^* binding site ( EALY) , and nucleotide binding site ( GGGTGSG) are outlined in gray. AATAAA are underlined. 
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图 2 小 地 老虎 B- 微 管 重 日 三 维 结构 市 状 图 
Fig. 2 The cartoon models of Agrotis ypsilon beta-tubulin 
红色 代表 a 螺旋 ,黄色 代表 BHE, 绿色 代表 Q 环 , 橙色 代表 
Mg * 结合 位 点 , 白色 代表 B- 微 管 蛋 白 两 个 保守 区 (NNWAKGHY 和 
RKAFLHWYTGEGMDEMEFTE)， 蓝 色 代 表 GTP 核 苷 酸 结合 位 点 。 


The red colour represents a-helix, the yellow colour represents B-sheet, 


the green colour represents Q-loop, the orange colour represents Mg? * 
binding site, the white colour represents conserved motifs of 
NNWAKGHY and RKAFLHWYTGEGMDEMEFTE, and the blue 


represents GTP nucleotide binding site. 





图 3 B- 微 管 蛋 日 三 维 结构 的 拉 马 钱 德 兰 图 
Fig.3 Ramachandran plot of B-tubulin 3D structure 
黄 线 封 团 区 域 : 最 适宜 区 域 ; 蓝 线 内 区 域 : 允许 区 。Yellow closed 


region represents the most suitable region, and blue closed region 


represents the permissible region. 


2.4 ”小 地 老虎 不 同 生 长 发 育 阶段 和 不 同 器 官 中 
AgTubB 的 表达 

利用 RT-PCR 技术 在 小 地 老虎 卵 、4 龄 幼虫 、 
A8. 3 日 龄 成 虫 4 个 不 同 发 育 时 期 和 成 虫 凑 、 胸 、 
腹 、 和 触角 、 翅 、 足 6 个 种 官 中 均 检 测 到 了 AgTubB 在 


mRNA 水 平 的 表达 (图 5)。 
3 讨论 


本 研究 首次 扩 增 并 报道 了 小 地 老虎 B- 微 管 重 


日 基因 序列 。 本 实验 利用 微 管 蛋白 N 端 相 对 保守 
的 特点 ,直接 设计 和 " 端 引 物 ， 避 开 了 比较 繁琐 的 和 
RACE 过 程 。 序 列 分 析 表 明 : AgTubB 序列 含有 多 处 
Hae 了 看 (GGCC) 限 制 性 酶 切 位 点 , 其 氨基 酸 序列 包 
含 转录 后 调控 信号 MREL, Mg * 结合 位 点 、GTP 核 
苷 酸 结合 位 点 以 及 2 个 B- 微 管 蛋 日 的 保守 区 。N 
末端 MREI( 第 1 ~4 位 氨基 酸 残 基 ) 参 与 转录 后 的 
自主 调控 作用 ,GTP 核 背 酸 结合 位 点 (第 140 ~ 146 
位 氨基 酸 残 基 ) 由 GTP KAERA Jc 8] "19 CES E A 
组 装 , 是 a 和 B 两 种 微 管 蛋 白 结 合 的 必须 结构 ， 
RKAF( 第 391 ~ 394 位 氨基 酸 残 基 ) 在 -MEEA 
多 肽 折 著 中 起 着 重要 作用 。B- 微 管 重 晶 氨基酸 序列 
非常 保守 , 小 地 老虎 B- 微 管 蛋 日 氨基 酸 序列 与 棉铃 
虫 、 粘 虫 、 烟 草 天 蛾 、 家 和 看、 二 化 旦 B- pu HR E SA 
基 酸 序列 分 别 有 2, 4, 6, 8 和 10 个 氨基 酸 的 差异 。 
通过 NCBI 比 对 发 现 , 小 地 老虎 B- 微 管 蛋 日 氨基 酸 
序列 与 所 比 对 的 其 他 昆虫 的 B- 微 管 蛋 日 氨基 酸 序 
列 同 源 性 在 90% ~99% 之 间 , 可见 其 同 源 性 很 高 ， 
这 与 之 前 的 研究 是 一 致 的 ( 攀 东 等 , 2008a; 2008b; 
安 峰 明 等 , 2008 ) 。 可 见 ，B- 微 管 和 蛋白 基因 在 昆虫 
纲 力 至 整个 生物 界 都 是 高 度 保守 的 , 现 已 被 用 于 真 
铸 各 级 分 类 水 平 上 , 对 亲缘 关系 以 及 物种 演变 的 研 
究 具 有 重要 意义 。 

微 管 和 蛋白 之 间 以 及 微 管 蛋 白 与 其 他 蛋白 的 相互 
作用 关系 还 不 是 很 清楚 ,而 这 种 相互 作用 决定 着 微 
管 蛋 日 的 结构 , 真 核 细 胞 中 微 管 蛋 日 多样 的 功能 主 
要 依赖 于 其 结构 的 特殊 性 和 和 多样 性 ， 所 以 对 微 管 蛋 
日 结构 的 研究 就 显得 更 加 重要 。 本 试验 对 小 地 老虎 
B- 微 管 蛋 白 进 行 了 3D 结构 的 构建 并 验证 了 其 合理 
性 , 对 深入 研究 微 管 绰 日 功能 以 及 微 管 和 蛋 日 间作 用 
提供 了 依据 。 

RT-PCR 证 明了 AgTubB 在 小 地 老 席 的 不 同 生 
长 发 育 时 期 和 不 同 的 器 官 中 均 有 表达 , 这 正 验 证 了 
B- 微 管 重 日 是 无 所 不 在 的 , 这 暗示 着 微 管 重 白 对 于 
小 地 老虎 的 各 个 生长 发 育 阶段 都 有 着 重要 的 影响 ， 
Song 等 (2008) 发 现在 松 神 天 和 牛 Monochamus 
alternatus 不 同 生 长 发 育 时 期 和 不 同 器 官 中 均 存 在 
a- 微 管 蛋 白 基 因 表 达 的 现象 ,与 本 试验 结果 一 致 。 
由 于 微 管 蛋 日 是 构成 细胞 骨架 的 最 主要 成 分 , 其 表 
达 在 细胞 中 相对 稳定 ,一 直 以 来 被 当 作 严 光 定量 
PCR 的 内 参 基因 使 用 。 所 以 本 试验 也 为 小 地 老虎 
的 深入 研究 提供 了 一 种 稳定 的 内 参 基因 。 

有 人 研究 显示 蚜虫 和 称 水 象 甲 的 微 管 重 日 与 抓 肉 
生殖 有 一 定 联系 , 白肉 生殖 型 稻 水 象 甲 B-ME EH 
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图 4 ”基于 微 管 重 白 氨基 酸 序 列 的 Neighbor-Joining 系统 树 
Fig. 4 Neighbor-Joining tree based on tubulin amino acid sequence 
4] 3t 3 BUE E REEL] SCIRE RUE IR Bj, Bootstrap supporting values are shown at branch nodes, and branch length indicates evolutionary 





distance. 
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图 5 小 地 老虎 B- 微 管 蛋 白 基 因 在 mRNA 水 平 的 表达 


Fig. 5 The expression of B-tubulin gene in Agrotis ypsilon 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; E; Bj Egg; L: 幼 
Hi Larva; P; "f Pupa; A: 成 虫 Adult; H: 3k Head; T; 胸 Thorax; 
Ab: 腹 Abdomen; An; 触角 Antennae; W: $ Wings; Le: 足 Legs. 


基因 的 表达 量 显著 上 调 , 在 蚜虫 孤 雌 生殖 中 , RE 
精 情 况 下 微 管 可 形成 星体 参与 有 丝 分 裂 (Riparbelli 


et al., 2005; Yang et al., 2009; 于 奎 峰 等 , 2010 ) 。 
王 戎 长 等 (1996 ) 研究 发 现 ,高 温 对 精子 形成 有 阻碍 
作用 , 而 微 管 重 日 在 其 中 起 着 作用 。 有 研究 表明 ，B- 
微 管 重 日 基因 的 碱 基 突 变 可 导致 真菌 对 从 并 咪唑 类 
杀菌 剂 产 生 抗 性 , 共 并 咪唑 可 通过 与 B- 微 管 重 日 下 
接 结 合 而 抑制 微 管 重 日 的 聚合 作用 (Orbach et al., 
1986) , 利用 这 一 特点 设计 开发 新 农药 具有 重要 意 
义 。 相 对 于 模式 昆虫 来 讲 , 小 地 老虎 微 管 重 日 基因 
的 研究 才刚 刚 起 步 , 后 续 工 作 还 将 继续 克隆 小 地 老 
庶 的 其 他 微 管 蛋 日 基因 , EMRA MARME E AR 
的 相互 作用 以 及 微 管 蛋 白 与 其 他 和 蛋白 间 的 相互 作 
用 。 由 于 微 管 重 日 对 于 昆虫 的 生长 发 育 具 有 重大 影 
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啊 , 加 之 微 管 重 日 与 耐 药 性 的 产生 有 关 , 所 以 微 管 
重 昌 的 研究 对 未 来 的 害虫 防治 具有 族 远 的 意义 。 
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